




































は改変する技術のことである。人工ヌクレアーゼには第 1 世代の ZFN（Zn Finger 
Nuclease）や第 2 世代の TALEN（Transcription Activator-like Effector Nuclease）
法などが当初用いられていたが、汎用性と利便性に優れた CRISPR/Cas9（Clustered 





ジが感染した際、以前に取り込んだゲノム断片からガイド RNA と呼ばれる RNA が
転写され、Cas と呼ばれるヌクレアーゼによって侵入したファージゲノムが分解され
る。こうした特異的な DNA 配列の認識と切断機構を利用したものが CRISPR/Cas9
である。CRISPR/Cas9 の詳細な原理とその応用に関してはすでに多くの解説が報告
されているのでそちらを参照されたい 1-3。一方、TALEN は植物病原細菌キサントモ
ナスモナス属が分泌する TALE タンパク質の DNA 結合ドメインと制限酵素 FokI を
融合させた人工ヌクレアーゼである。標的 DNA に対して二量体を形成するような結














手法を基盤とした解析が主流であった。1990 年代より組織における mRNA の発現を
































こうした中、 近Aspm 遺伝子を破壊したフェレット大脳の解析結果が報告された 8。
この論文では、マウスと比較してより大きな大脳皮質を持つフェレットのAspm 遺伝
子の標的遺伝子破壊を行うため、フェレットAspm を特異的に認識する TALEN を発
現するベクターが 148 個のフェレット受精卵に導入された。TALEN が採用された理
由は正確には不明だが、オフ・ターゲット効果の低さが理由の一つではないかと推測
される。論文では出産後成体まで育った 11 匹の F0 個体すべてにおいてAspm 遺伝









な大脳皮質を持つ哺乳類では、SVZ が 2 つに区分され、より脳表面に近い脳室下帯
（OSVZ）が顕著に発達する 9。この OSVZ には放射状グリア細胞が豊富に存在するが、
これらの細胞を Outer RG（oRG）と呼ぶ 10。こうした oRG はマウス大脳皮質ではわ
ずかしか存在しない 11。この oRG はもともと脳室帯の放射状グリア細胞（ventricular 
RG: vRG）に由来するが、大脳皮質の発生過程で、vRG は脳室帯から脳室下帯の外
側に向けて順次移動していくことにより、OSVZ に oRG が蓄積される。今回の研究
結果によって、Aspm 遺伝子が破壊されたフェレットでは通常よりも早期に vRG が脳
の外側へと移動してしまうことによって VZ における vRG が減少することが明らかと
なった。つまり、フェレットの大脳皮質の発生過程では Aspm タンパク質が vRG の
OSVZ への移動のタイミングを制御することにより、vRG と oRG の量のバランスを






































る、2）in situ  hybridization 法や免疫組織化学的手法による mRNA やタンパク質の
消失を確認している。また、こうした手法をフェレット大脳皮質に導入し、得られた
表現型をドミナントーネガティブ型のタンパク質を発現するベクターの導入による表































種類のガイド RNA について、それぞれ Cas9 を共発現するベクターに組み込み、電
気穿孔法によって発生中の鳥類外套領域に導入した。導入後 36 時間で胚を固定し、
免疫組織化学的手法によりPax6 の発現を検証すると、コンストラクションが導入さ
れた細胞において Pax6 タンパク質の顕著な減少が確認された（図 2）。これに対し、
すでに報告のある鳥類 Pax6 を標的とした RNAi ベクターの導入では免疫組織科学的
手法による Pax6 タンパク質の減少が確認できなかった（HEK 細胞を用いたウェスタ
ン・ブロットでは対照群と比較し 50% 程度の発現抑制が確認できたが、in vivo  で後
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述するような特異的な表現型を検出することができなかった）。さらに、CRISPR/
Cas9 ベクターと共導入したベクターより発現する GFP の蛍光を指標として、遺伝子
導入部位を蛍光顕微鏡下で単離し、Pax6 遺伝子を含むゲノム領域を次世代シーケン
サーにて解析した結果、特異的な INDEL が標的配列に検出された（図 2）。こうした
結果より、我々の作製したコンストラクションによってニワトリPax6 遺伝子が特異的
に破壊されたことが支持された。
図 2　CRISPR/Cas9 によるニワトリ Pax6 の大脳における標的遺伝子破壊。A: マウスとニワト
リ Pax6 のタンパク質構造の比較。PAIRED: ペアード・ドメイン（PAI と RED の 2 つの部分に
区別される）。HD: ホメオドメイン。矢印は設計したガイド RNA の標的部位。B: 標的遺伝子破
壊に用いたコンストラクション（pX330-Pax6）。C: 電気穿孔法によりコンストラクションを E4
ニワトリ胚外套に導入したサンプル。遺伝子導入後 36 時間で胚を固定し、抗 Pax6 抗体で免疫
染色を行った。Control（pX330 ベクターと GFP 発現ベクターの導入）と比較して、pX330-679 
の導入によって Pax6 の顕著な発現低下が認められた。D: 遺伝子導入を行った細胞における




発現する Gsh2 タンパク質が外套領域でも発現するようになった。また 2）外套領域
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